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ABSTRACT 
The  prospect  of  economically  producing  useful  biologics  in  plants  has  greatly  increased with  the 
advent of viral vectors. The ability of viral vectors  to amplify  transgene expression has seen  them 
develop into robust transient platforms for the high‐level, rapid production of recombinant proteins. 
To  adapt  these  systems  to  stably  transformed  plants,  new  ways  of  deconstructing  the  virus 
machinery and  linking  its expression and replication to chemically‐controlled promoters have been 
developed.  The more  advanced  of  these  stable,  inducible  hyper‐expression  vectors  provide  both 
activated  and  amplified  heterologous  transgene  expression.  Such  systems  could  be  deployed  in 
broad acre crops and provide a pathway to fully exploit the advantages of plants as a platform for 
the manufacture of a wide spectrum of products.  
 
INTRODUCTION 
Plants  are  a  cheap  source  of  biomass  and  as  such  have  long  been  considered  an  attractive 
alternative to conventional expression hosts for the production of biologics with medical, industrial 
and  research  applications.  However,  the  economic  viability  of  plant‐based  protein  production  is 
strongly  yield  dependent  and  considerable  effort  has  been  directed  towards  developing  novel 
approaches  to  increase  transgene  expression.  Viral  vectors  have  been  at  the  forefront  of  these 
technologies  as  they  enable  the  amplification  of  foreign  mRNAs  in  a  plant  by  exploiting  the 
replication machinery of the virus, thus facilitating the accumulation of very high  levels of proteins 
or peptides. 
 
The first plant viral vector was developed by Takamastu et al. [1], who inoculated in‐vitro transcribed 
RNA of  recombinant Tobacco mosaic virus  (TMV, a positive‐sense, single stranded RNA virus)  into 
tobacco and functionally expressed a bacterial chloramphenicol acetyltransferase gene. There were 
early challenges with TMV  infection rates using these vectors but this was  later overcome with the 
development  of  ‘agroinfection’  techniques,  whereby  Agrobacterium  tumefaciens  was  used  to 
transfer  cloned  infectious  viral  nucleic  acids  into  host  cells  [2].  Derivatives  of  this  agroinfection 
technique are now used routinely to deliver nucleic acid copies of both RNA and DNA viral vectors to 
plant hosts.  
 
The  development  of  viral  vectors  has  rapidly  progressed  and  these  advances  have  been 
comprehensively  reviewed  [3‐11].  Broadly,  viral  vectors  can  be  split  into  two  types,  “complete” 
vectors and “deconstructed” vectors. Complete viral vectors are essentially  fully  functional viruses 
that are engineered  to express  selected genes of  interest  (GOI)  in addition  to all of  the wild‐type 
virus  genes.  Typically,  the  targeted GOI  is under  the  transcriptional  control of  a  strong promoter 
derived  from  the wild‐type virus or as a  fusion  to one of  the viral gene products such as  the coat 
protein (CP). These vectors are capable of systemic spread, overcoming the issue of low infectivity of 
viral  nucleic  acids.  However,  such  vectors  have  a  number  of  limitations:  infectivity  is  generally 
species and tissue limited, GOIs are generally size restricted and the vector is often unstable leading 
to  exclusion  of  the  GOI.  Furthermore,  the  infectivity  of  these  vectors  can  itself  be  regarded  as 
undesirable, at least from a containment/biosafety perspective.  
 
More  recent  advances  with  viral  vectors  have  focussed  on  the  development  of  deconstructed 
vectors.  Deconstructed  vectors  utilise  only  the  essential  viral  elements,  those  required  for 
replication and efficient expression of the GOI. These vectors are then introduced to the host using 
variations  of  the  agroinfection  technique.  The  development  of  deconstructed  viral  vectors  for 
transient  expression  of  heterologous  genes  in  plants  has made  rapid  progress with  a  number  of 
products reported to be close to commercialisation [12,13]. These vectors provide an alternative to 
other rapid expression systems such as bacteria, yeast or insect cell systems, when a short product 
manufacturing time is critical, for example, in the deployment of vaccines as a response to a disease 
outbreak or for biosecurity purposes. However, the major limitation of these transient systems is the 
need  for  specialised  facilities  to  contain  both  the  recombinant  A.  tumefaciens  and  the  plants 
following large‐scale agroinfection.  
 
In a review on viral vectors  in this journal  in 2007, Gleba et al [10] concluded that: “engineering of 
transgenic  plants  for  the  chemically  induced  release  of  viral  replicons  from  a  plant  chromosome 
would provide the ultimate solution for manufacturing proteins for which there are no industrial time 
constraints.”  Essentially,  this  approach  combines  the  advantages of  transient expression with  the 
advantages  of  stable  transformation  and  a  number  of  plant  virus  vector  systems  have  been 
developed  using  this  strategy.  In  addition  to  overcoming  the  requirement  for  A.  tumefaciens 
containment, transgenic plants may be preferred to transient systems from a regulatory perspective 
as the downstream product can be linked to a fully defined, single transgene integration event in a 
fully characterized  transgenic  line  [14]. Furthermore,  stable  transgenic  lines provide a permanent, 
characterised  genetic  resource potentially  aiding Good Manufacturing Practice  (GMP)  compliance 
[15]. 
 
To date,  the genomes of plant viruses belonging  to at  least eight different genera of RNA viruses 
have  been  modified  into  vectors,  including  the  tobamoviruses  [16‐20],  tombusviruses  [21], 
bromoviruses [22], potexviruses [23], comoviruses [24,25], benyviruses [26], potyviruses [27,28] and 
cucomoviruses  [29].  In  addition,  virus  vectors  have  also  been  developed  using  the  small  circular 
ssDNA genomes of at  least 12 members of  the Geminiviridae  family  (recently  reviewed  [30]). The 
vast majority of these virus vectors were assembled as transient hyper‐expression platforms in order 
to  boost  transgene  expression  levels  above  the  levels  achieved  with  conventional  plant  gene 
expression  cassettes  using  agroinfiltration  of  whole  plants  or  detached  leaves.  A  few  of  these 
systems  have  been  further  adapted  into  vehicles  for  heterologous  gene  expression  in  stably 
transformed plants. This has involved developing mechanisms for controlling the expression of virus‐
encoded  genes  in  order  to  regulate  transcription  and/or  amplification  of  the  target  gene mRNA, 
minimize post  transcriptional gene silencing  (PTGS) and avoid  the unwanted phenotypic effects of 
some virus proteins.    
 
THE DEVELOPMENT OF VIRUS VECTORS FOR INDUCIBLE GENE EXPRESSION IN TRANSGENIC 
PLANTS  
A key component  to controlling  the  initiation and maintenance of vector  replication  in planta has 
been  the use of  inducible promoters. By  far,  the most effective of  these have been based on  the 
strictly  regulated,  chemically‐inducible  activation  systems  such  as  the  dexamethasone  (DEX)‐
responsive  GVG  system  [31],  the  17‐β‐oestradiol  estrogen‐inducible  XVE  promoter  [32],  the 
methoxyfenozide‐sensitive VGE system  [33] and the ethanol‐inducible ALCR:AlcA gene switch  [34]. 
Generally, these  inducible complexes are transactivation mechanisms  in which a minimal promoter 
element with proximal transcription factor binding sites  initiates transcription only  in the presence 
of  an  inducer  molecule  and  the  cognate  transcription  factor.  Of  these,  the  ethanol‐regulated 
ALCR:AlcA gene  switch, based on  the alc  regulon derived  from  the  filamentous  fungus Aspergillus 
nidulans, is most commonly used because of the favourable characteristics of the inducer, ethanol is 
relatively  inexpensive,  biodegradable  and  non‐phytotoxic.  In  this  system,  the  ALCR  transcription 
factor encoded by the alcR gene  is constitutively expressed using the CaMV 35S promoter and the 
GOI  is  placed  downstream  of  the  AlcA  regulatory  region,  a  hybrid  sequence  comprising  the  A. 
nidulans alcA gene promoter fused to a minimal CaMV 35S promoter. In the absence of the inducer 
molecule the system has very low basal activity, however, upon addition of ethanol or acetaldehydes 
the ALCR receptor binds to the AlcA region to promote rapid transcription initiation. In most cases, 
full induction can be achieved using very low levels of ethanol (2 % v/v soil drench) and expression of 
the  GOI  commences  within  1  or  2  hrs  of  ethanol  application,  with  transcripts  reaching  their 
maximum abundance within 6‐8 hrs [35‐37]. The ethanol gene switch is one of the few systems to be 
adapted  for a  range of plant species  including  tobacco, Arabidopsis, potato, oilseed  rape,  tomato, 
poplar and  sugar  cane,  further broadening  its usefulness as a platform  for plant‐conditional gene 
expression [35‐42].   
 
Exploiting  the  most  stringent  chemically‐inducible  promoter  complexes  has  provided  the 
opportunity  to  regulate  the  most  effective  virus  vectors  in  stably  transformed  plants.  Inducible 
hyper‐expression is particularly useful for (i) gene function studies, where the desired gene product 
is  to be expressed at a particular phase of  the plant’s growth cycle and  (ii) extreme expression of 
novel recombinant proteins, where it allows for the separation of the plant growth phase from the 
protein production phase, and  (iii)  importantly,  for  the  induced short  term accumulation of  target 
proteins  that  may  be  phytotoxic  or  that  may  negatively  affect  the  plants  normal  physiological 
development.  
 
An ideal inducible virus vector for transgenic plants should (i) have no background expression of the 
target gene in the absence of the inducer molecule but provide rapid activation upon induction, (ii) 
be  induced  only  in  the  presence  of  the  specific  chemical  inducer  and  not  by  other  exogenous 
activator compounds, (iii) use an inducer chemical that is inexpensive, non‐toxic and biodegradable, 
(iv)  use  an  inducer  that  is  easily  applied  and  systemically  effective  at  low  levels,  (v)  following 
chemical  induction,  consistently  trigger high  and uniform  transgene  expression  in  all  target plant 
tissue  types,  (vi)  be  adaptable  to  a  wide  range  of  plant  species,  (vii)  be  amenable  to  multiple 
chemical applications for multiple‐harvested crops, and (viii) be scalable from glasshouse to broad‐
acre harvesting [43]. 
 
Early  attempts  to  combine  the  advantages  of  RNA  virus  vectors  and  transgenic  plants  used 
integrated replication‐competent complementary DNA (cDNA) copies of RNA plant viruses, namely 
Brome mosaic virus (BMV) [44] and Potato virus X (PVX) [45] to express and amplify the target gene. 
Both systems, however, provided  relatively  low  levels of heterologous gene expression which was 
attributed  to  the uncontrolled amplification of viral  transcripts  triggering post  transcriptional gene 
silencing (PTGS) [46,47]. To overcome this, two different strategies were adopted; in the case of PVX, 
the co‐introduction of a virus‐derived  suppressor of PTGS  [48] and  in  the  case of BMV,  regulated 
expression  of  the  virus  replication  protein  [22].  The  latter  of  these was  the  first  time  inducible 
amplification of gene expression  from a virus vector had been demonstrated  in  transgenic plants. 
Mori et al. [22] surmised that by mimicking synchronous mass virus  inoculation, that  is, controlling 
replication of the virus vector in planta, they could avoid PTGS and elevate both virus replication and 
recombinant protein production levels. To demonstrate this, they developed a vector based on the 
tripartite genome of BMV,  in which RNA‐1  (encoding a subunit of the replicase) was placed under 
the control of the DEX‐inducible GVG system [31], and RNA‐2 (encoding another replicase subunit) 
and  RNA‐3  (carrying  a  gene  encoding  human  gamma  interferon  (IFN)  were  placed  under  the 
transcriptional control of the CaMV 35S promoter. Treatment of transgenic Nicotiana benthamiana 
plants  containing  all  three  cassettes, with  the  synthetic  glucocorticoid  DEX,  elevated  IFN mRNA 
levels about 300‐fold over untreated plants and yields of recombinant IFN were estimated to reach 
approximately  3.2‐3.7  ng/mg  (fresh weight).  The  system was  described  as  an  “inducible  in  vivo 
mRNA amplification system” and with its inception began a new era in the development of inducible 
virus vector expression platforms.               
 
INDUCIBLE VIRUS VECTORS IN TRANSGENIC PLANTS AND CELLS  
 
Since  the  seminal work of Mori et al  [22], a number of  virus  vectors have been  constructed and 
adapted for inducible transgene expression and/or amplification in transgenic plant cell cultures and 
plants  (see Figure 1  [1,2,14,17,22,25,44,49‐55]). While each of  these  systems has advantages and 
limitations none satisfy all the criteria of an ideal inducible virus vector expression platform. Perhaps 
the most  advanced  to  date  are  those  of Werner  et  al    [55]  and Dugdale  et  al  [14,56],  the  only 
platforms  proven  to  be  capable  of  stable  integration  into  the  host  genome  where  there  is  no 
expression of the GOI in the absence of the inducer molecule but, upon induction, GOI expression is 
both activated and amplified (Figure 2). 
 
Werner et al. adapted the TMV‐based “MagnICON” transient vector [19,57]  into a regulated, high‐
level heterologous  gene  expression platform  for  transgenic plants  [55].  To  achieve  this,  the  TMV 
vector was  further  deconstructed  into  two modules,  the movement  protein  component  and  the 
replicon component (containing the RdRp and GOI). Both modules were placed independently under 
the  transcriptional  control  of  the  ethanol‐responsive  ALCR:AlcA  gene  switch  and  located  on  the 
same T‐DNA. As with MagnICON  vectors,  the  coat protein  gene was deleted preventing  systemic 
movement  of  viral  replicons  although  cell‐to‐cell  movement  of  the  viral  RNAs  was  unaffected. 
Transgenic N. benthamiana  containing  a  vector  capable of expressing  the GFP  reporter displayed 
negligible fluorescence in the absence of the ethanol inducer, but accumulated high absolute levels 
of GFP 5  to 7 days post application of a 4 % ethanol  root drench and  foliar  spray.  Levels of GFP 
expression were up  to 4.3 mg/kg  fresh weight,  rivalling  those attained with MagnICON vectors  in 
transient  agroinfiltration  assays.  This  is  the  only  reported  RNA  virus  vector  system  capable  of 
regulating  both  transgene  expression  and  amplification  in  stably  transformed  plants  and  the 
resultant levels of recombinant protein production are the highest for any system of its kind. While 
heterologous  gene  expression  using  this  stable  platform  has  thus  far  been  limited  to  the  GFP 
reporter, MagnICON vectors  in their transient format have been used for the high‐level production 
of  a  number  of  functional  pharmaceuticals  (reviewed  in  [12])  and,  importantly,  for  the  rapid 
accumulation of unstable protein targets such as Hepatitis B virus surface antigen, human epithelial 
mucin, and Complementary factor 5a [58‐60]. Considering this,  it seems  likely that the MagnICON‐
based system in its stable and inducible form will be as equally versatile.  
   
Recently, we  reported  an  inducible  virus  vector  platform  for  transgenic  plants  based  on  a  dicot‐
infecting mastrevirus, Tobacco yellow dwarf virus (TYDV) [14]. The system, termed INPACT (In Plant 
Activation), essentially provides high‐level transient gene expression in stably transformed plants by 
tightly  regulating  both  transgene  expression  and  transgene  amplification.  The  INPACT  cassette  is 
unique in that it is arranged such that the GOI is “split” and only expressed from extra‐chromosomal 
episomes  that  are  released  from  the  host  chromosome  in  the  presence  of  the  virus‐encoded 
replication associated proteins, Rep and RepA. These episomes, in turn, are amplified in number by 
rolling  circle  replication  resulting  in  elevated  transgene  expression.  Expression  of  the  Rep/RepA 
activators,  is  placed  under  the  transcriptional  control  of  the  ethanol  responsive  ALCR:AlcA  gene 
switch.  The  INPACT  system  has  been  used  for  the  regulated,  high‐level  expression  of  a  range  of 
recombinant proteins in transgenic Nicotiana spp., including a non‐therapeutic glycoprotein, human 
vitronectin,  an  industrial  protease,  bovine  trypsinogen  and, most  notably,  a  lethal  ribonuclease, 
barnase.  INPACT  directed  expression  of  the  GUS  reporter  in  transgenic  tobacco  was  abundant 
throughout the plant representing up to 10 % of total soluble protein and could be re‐activated  in 
new growth 2 months after  the  initial ethanol activation. The  INPACT platform has potential as a 
broad plant expression  system as TYDV naturally  infects  species  from at  least  four different dicot 
families [61] and the rolling circle replication strategy that it relies on to amplify transgene copies is 
likely not to be host specific [62,63].  Importantly, a TYDV‐based  INPACT vector has been shown to 
direct transient gene expression  in diverse plant species using agroinfiltration [14]. The capacity of 
the  INPACT  system  to  strictly  regulate  both  transgene  expression  and  amplification  is  also  being 
exploited to generate crops with resistance to geminiviruses such as maize streak virus (MSV) [64] 
and TYDV.    
 
VIRAL VECTORS AND PLANT MADE PROTEINS: THE PRESENT AND THE FUTURE  
The major advantages of plant made proteins (PMPs) are the low costs of producing the protein and 
the potential  to expand  into  very  large  scale. There  is no  innate  advantage  in  the purification of 
recombinant proteins  from plants  as  compared  to other  systems  such  as mammalian,  insect  and 
bacteria cell cultures. To date, the primary production targets for PMPs expressed transiently using 
viral  vectors  have  been  therapeutics  and  vaccines  and  the  production  systems  for  these  are,  by 
necessity,  contained  within  cGMP  facilities.  As  a  consequence,  the  cost  effectiveness  of 
manufacturing PMPs is essentially negated as purification costs remain equivalent to other systems 
and the expensive containment infrastructure required is spatially confined and not easily expanded. 
Further, most  therapeutics and vaccines are not  required  in  the hundreds of kilograms  to  tonnes 
range. As a result, the two major advantages of PMPs, low cost and very large scale production, are, 
to a  large part, either  lost or not exploited. However, with  the recent development of  two hyper‐
expression systems that are  integrated  into the plant host genome and are  inducible, there  is now 
the distinct possibility to produce PMPs at scale in field grown crops and take advantage of the lower 
production costs.  Interestingly, one of  the systems,  the  inducible  ICON  technology,  is based on an 
RNA  virus  (TMV),  whereas  the  INPACT  technology  is  based  on  a  DNA  geminivirus  (TYDV). 
Effectiveness of the inducible ICON expression platform will likely be limited to the host range of the 
TMV strain and, therefore, the most suitable crop for  its  large‐scale application would be tobacco, 
Nicotiana  tabacum. The development of high biomass  tobacco cultivars with  low nicotine content 
will make  its  production  scale  potentially  very  large.  It  is  likely,  however,  the  INPACT  expression 
platform may be exploited  in a  range of plant  species as  the  virus on which  the  vector  is based, 
TYDV,  infects members  of  the  Solanaceae,  Fabaceae,  Amaranthaceae,  and  Brassicaceae  families. 
Additionally, other geminiviruses with different host ranges could easily be adapted to the  INPACT 
system, as has been demonstrated with MSV [64]. PMPs could be expressed in leaves, fruits, tubers 
or  seeds  depending  on  the  combination  of  tissue‐preferred  promoters  used.  Both  the  ICON  and 
INPACT  integrated  expression  systems provide  an  opportunity  to move  away  from production of 
therapeutics and vaccines to other proteins and biologics that are required  in very  large quantities 
where the PMP approach is truly cost‐competitive. Examples include the production of high volume 
industrial enzymes and   plant natural products  (PNPs) used for  industrial raw materials or as high‐
value  fine  chemicals  such  as  bio‐oils,  resins,  tannins,  saponins,  natural  rubber,  gums,  waxes, 
pigments and medicinal bioactive compounds. As stably integrated inducible viral vectors can enable 
temporal, spatial and quantitative control of transgene expression, separation of plant development 
and product accumulation phases  for  target compounds can be achieved, minimizing  the negative 
effects  on  plant  growth  and  fitness  regularly  associated  with  metabolic  engineering  and  the 
production of  toxic plant  natural  products  (PNPs)  or  PMPs.  Finally, producing  cell wall modifying 
enzymes such as cellulases and lignases in planta has the potential to reduce the costs of producing 
fermentable  sugars  from  cellulose.  These  enzymes  are  required  in  large  quantities  and  inducible 
expression using virus vectors  is one way of achieving  this without an associated biomass penalty 
[65,66]. The target crops would clearly include sugarcane and sorgham. 
CONCLUDING REMARK 
The advent of inducible viral vector systems in stably transformed plants, where expression is both 
activated and amplified, provides a pathway  to  fully exploit  the advantages of  the PMP platform: 
large scale production  in  field grown plants. This potential  is  further enhanced by  the prospect of 
production in a wide range of plant species including both dicots and monocots. The next step is to 
utilise these vectors for commercial production.  
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